














NOVEL ROLES OF TWO COMPONENT SYSTEM FOR GROWTH OF ESCHERICHIA COLI  








Metals are required for a bacterial vital and growth. Bacteria acquires intact metal ion and/or complex 
of metal ion with metallophore from environment. Two component system (TCS) is major signal transduction 
of bacteria and consist of a sensor kinase (SK) and a response regulator (RR). Most of RRs control gene 
expression to response to environmental changes. Escherichia coli has a total of 30 TCSs, of which regulate 
metal transporter genes in the presence or absence of metals. In this study, I show that E. coli is able to grow 
with high concentration of EDTA, which completely chelates metal ions in the used medium, by three TCSs. 
First, I isolated the non-SK strain of E. coli, knockout all of 30 species of SK genes on its genome, by HoSeI 
method, the novel genome editing technology developed here. The non-SK strain did not grow with high 
concentration of EDTA in comparison with the parent strain. Growth experiments of the several SK knockout 
strains reveal that E. coli require for the phoQ, envZ, and qseC genes to grow in high EDTA concentration. In 
good agreement with the requirement of two SK genes, phoQ and envZ genes, the phoP and ompR genes, coding 
the cognate RRs for them, were also required. Among genes induced by PhoP, the slyB and mgtA genes also 
required to grow in high EDTA concentration. These results speculate that PhoQ-PhoP and EnvZ-OmpR are 
essential for the growth of E. coli in high EDTA concentration and regulate genes involved in acquisition of 
complex of metal ion with metallophore. 












ある二成分制御系 (TCS) はセンサーキナーゼ (SK) と
レスポンスレギュレーター (RR) の 2 つのタンパク質で
構成されており, このタンパク質間のリン酸基転移反応
によって機能している [2]. そこで, 本研究では汎用的な
金属キレーターである EDTA を用いて金属キレーター依
存的な金属イオン濃度変化を作り出し, この環境下にお
ける大腸菌の増殖及び TCS との関係を調べた. 
 
2.  実験方法 
(1) Homologous Sequence Integration (HoSeI) 法を用いた
大腸菌遺伝子機能欠失株の単離 
大腸菌W3110 typeAに Cas9ヌクレアーゼと λ-Redリコ
ンビナーゼを発現するプラスミド (pCas), 標的遺伝子特
異的な sgRNA発現プラスミド (psgRNA-“target gene”), 終





失株を IPTG誘導下で培養することで psgRNA-“target gene”
を除去し , これに異なる遺伝子の特異的な  psgRNA-
“target gene”と“Target gene”_PAM_stop を導入することで
遺伝子機能欠失を繰り返し行った. 
 
(2) EDTA添加 M9最小培地を用いた大腸菌の増殖測定 
M9 Glucose液体培地に異なる濃度の EDTA 溶液を添加
し, 16 段階の希釈系列からなる液体培地を作製した (M9 
Glc+EDTA). 作製した培地を用いて大腸菌を培養し,  24
時間後における OD 660 nm を測定した. 
 
3. 実験結果・考察 
(1)HoSeI 法を用いた大腸菌 SK遺伝子機能欠失株の単離 
大腸菌 SK 遺伝子である basS, cusS, kdpD, phoQ, zraS, 
baeS, cpxA, envZ, evgS, glrK, qseC, rcsC, rcsD, rstB, hprS, atoS, 
barA, creC, ntrB, phoR, uhpB, btsS, pyrS, arcB, citA, dcuS, 
narQ, narX, torS, cheA 各々を HoSeI法により機能欠失を行
うため, 大腸菌 W3110 typeA に pCas 及び各 SK 遺伝子特




り返すことで全 30 種の SK 遺伝子を機能欠失させた大腸
菌株の単離にも成功した. 
(2)EDTA 添加における大腸菌の増殖への影響 
M9 Glucose 培地中の EDTA 濃度を 0-50 mM と 16 段階
に希釈したM9 Glc+EDTA培地を用いて, 各条件における
大腸菌 W3110 typeA の 24 時間後における OD 660 nm を
測定した. また, M9 Glucose培地中の炭素源及び窒素源を
EDTA に変更した培地においても同様な測定を行った. 
その結果, M9 Glucose 中の金属イオン濃度と EDTA 濃度
が同等の付近までは EDTA 濃度依存的に大腸菌の増殖が
抑制されたが, それ以降の高濃度 EDTA において増殖が
回復し, この現象は EDTA を栄養源とするものではない
ことが示唆された (Fig. 1). 
 
 
Fig.1 EDTA添加における大腸菌 W3110 typeA の増殖 
 
次に同様な実験を大腸菌 SK 遺伝子を機能欠失させた
株で行った. その結果, 全 SK 遺伝子を機能欠失させた株 
(Δ30HK) において高濃度 EDTA条件下で増殖が抑制され
ており (Fig.2A), この高濃度 EDTA 条件下における増殖
には金属応答に属する PhoQ-PhoP, ストレス応答に属す
る EnvZ-OmpR, QseC が必要であることが確認された 
(Fig.2B-D). このことから, 高濃度 EDTA における大腸菌
の増殖には PhoQ-PhoP, EnvZ-OmpR が発現制御する遺伝





Fig.2 EDTA 添加における SK遺伝子機能欠失株の増殖 
Δ30SK (A), ΔphoQ, ΔphoP (B), ΔenvZ, ΔompR (C), ΔqseC, 
ΔqseB (D) それぞれと親株の増殖を比較した. 
 
(3)EDTA 添加における PhoP regulon の増殖への影響 
EDTA 濃度による増殖への影響を大腸菌 BW25113 と
PhoP によって発現制御される 8 遺伝子それぞれの単欠
失株で調べた. その結果, ΔslyB, ΔmgtA, ΔphoP において高
濃度 EDTA で親株とは異なる増殖を示した. このことか









る高濃度EDTAにおいて増殖することができ, PhoQ, EnvZ, 
QseC の 3 つの SK が必須であると確認された. また, 高
濃度 EDTA 条件下において, 大腸菌 TCS である PhoQ-







る.   
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